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研究报告 

拟南芥 APX 家族基因在植物生长发育与非生物逆境胁
迫响应中的作用分析 

李泽琴 1，李锦涛 1，邴杰 2，张根发 2 
1. 山西医科大学法医学院，太原 030001 
2. 北京师范大学生命科学学院，抗性基因资源与分子发育北京市重点实验室，北京 100875 

摘要: 活性氧造成的氧化胁迫是植物主要非生物逆境胁迫之一。在不利的生长条件下，植物细胞内的各种代谢

过程不协调可导致过氧化氢(hydrogen peroxide, H2O2)含量增加，从而对细胞造成多种威胁和伤害。抗坏血酸过

氧化物酶(ascorbate peroxidase, APX)是植物中清除 H2O2 的一种重要酶，拟南芥(Arabidopsis thaliana) APX 家族

包括 8 个成员：APX1~APX6、sAPX 和 tAPX。本研究以拟南芥野生型和突变体为材料，对拟南芥不同发育时

期和不同逆境胁迫下的 8 种 APX 基因表达模式进行了分析，同时研究了其相应的缺失突变体对盐、干旱和热

胁迫的耐受性。mRNA 差异表达模式分析显示：在拟南芥生长的第 4~8 周，APX1 表达量最高，APX2 表达量

最低，APX4、sAPX 和 tAPX 随着生长发育的时间进程表达量逐渐减少，但 APX6 表达量不断增加；在非生物胁

迫下，APX1、APX2 和 APX6 受热胁迫诱导表达明显，sAPX 响应盐胁迫，APX3 和 APX5 对盐、干旱和热胁迫

均表现出明显的诱导表达应答。盐和干旱胁迫耐受性分析结果表明：无论是在拟南芥的萌发期还是成熟期，任

何一个 APX 基因缺失均使抗逆性降低；在萌发期，与盐胁迫相比，突变体对干旱胁迫更敏感；在成熟期，与

野生型和其他突变体相比，apx1 和 apx6 对盐和干旱胁迫更加不耐受。生理指标检测结果显示：干旱胁迫 10 d

后，所有突变体植株中的 H2O2 含量均明显高于野生型，其中 apx1、sapx 和 tapx 中最高；盐胁迫 5 d 后，突变

体中丙二醛(malondialdehyde, MDA)的含量显著高于野生型；热胁迫 2 h 就会导致 apx1、apx2 和 apx6 中 H2O2

和 MDA 含量大幅增加，其中在 apx2 中最高。本研究结果表明，拟南芥 APX 基因家族的 8 个成员均不同程度

地参与植物生长发育及非生物胁迫响应的过程，在不同发育时期或逆境响应过程有特定的一种或几种 APX 发

挥主要作用。 

关键词: 拟南芥(Arabidopsis thaliana)；抗坏血酸过氧化物酶(APX)；活性氧(ROS)；逆境响应 
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The role analysis of APX gene family in the growth and 
developmental processes and in response to abiotic  
stresses in Arabidopsis thaliana 

Zeqin Li1, Jintao Li1, Jie Bing2, Genfa Zhang2 

1. School of Forensic Medicine, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China 
2. Beijing Key Laboratory of Gene Resource and Molecular Development, College of Life Sciences, Beijing Normal University, 

Beijing 100875, China 

Abstract: Oxidative stress caused by reactive oxygen species (ROS) is one of the major abiotic stresses in plants. Under 

adverse growth conditions, the incoordination of various metabolic processes in plant cells can result in increased hydrogen 

peroxide (H2O2), thus causing a variety of threats and injuries to plant cells. Ascorbate peroxidase (APX) is an important 

enzyme to remove H2O2 in plants. In Arabidopsis thaliana, there are eight APX gene family members, including 

APX1‒APX6, sAPX and tAPX. In this study, we analyzed the expression patterns of the eight APX genes in the wild-type 

and apx mutant plants at different developmental stages and under different abiotic stress conditions. Meanwhile, the 

tolerance of each apx mutant to salt, drought and heat stresses was studied. qRT-PCR analysis showed that during 

development (from 4 to 8 weeks old), APX1 and APX2 exhibited the highest and lowest expression levels, respectively. In 

addition, the expression levels of APX4, sAPX and tAPX decreased during development, while the expression of APX6 

increased with the maturity of the plants. Moreover, under different abiotic stress conditions, APX1, APX2 and APX6 were 

significantly induced by heat stress, sAPX actively responded to salt stress, and APX3 and APX5 exhibited obvious 

responses to salt, drought and heat stresses. Further tolerance analysis showed that the resistance of all apx mutants to salt 

and drought stresses was lower than that of the wild-type plant at both germination and maturity stages. At germination 

stage, all apx mutants were more sensitive to drought stress than to salt stress. At maturity stage, the apx1 and apx6 mutants 

were more sensitive to salt and drought stresses than the wild-type and other apx mutant plants. The physiological indexes 

indicated that the H2O2 content in all mutants, especially in the apx1, sapx and tapx, was significantly higher than that in the 

wild type 10 days after drought stress treatment, the malondialdehyde (MDA) content in all mutants was significantly 

higher than that in the wild type 5 days after salt stress treatment, while heat stress treatment for 2 h resulted in a significant 

increase in the contents of H2O2 and MDA in apx1, apx2 and apx6, especially in apx2. Taken together, our study revealed 

that all eight APX members of Arabidopsis participate in the growth and developmental processes and the abiotic stress 

responses, with some specific APXs playing a major role in a certain process. 

Keywords: Arabidopsis thaliana; ascorbate peroxidase (APX); reactive oxygen species (ROS); abiotic stress response 

植物在生长发育过程中会受到各种各样的环境

胁迫，如干旱、冷冻、高盐、重金属和高温等非生

物胁迫，以及病毒和真菌等生物胁迫。不良的环境

刺激可导致过量活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)产生，并通过脂质过氧化和蛋白氧化作用损伤
DNA以及其他细胞成分，对植物细胞造成严重的伤
害。ROS 以自由基和非自由基两种形式存在，自由

基状态包括超氧自由基(O2
−)、羟自由基(OH)等，非

自由基状态包括过氧化氢(H2O2)和单线态氧(1O2)[1,2]。

ROS主要在叶绿体、过氧化物酶体和线粒体中产生，
但也会作为胁迫诱导或常规代谢途径的副产物在细

胞质、质外体和内质网产生[1]。ROS 产生速率受环
境条件的影响，如在强光照条件下，终端电子受体

NADP+消耗殆尽，光合电子传递链过度还原，促进 
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ROS 产生[2]。ROS 具有双重功能：一方面适量的活
性氧为生物体所必须，作为信号分子参与信号网络

调控；另一方面，过量的活性氧对细胞有毒害作用，

须尽快清除[3,4]。因此，细胞内活性氧产生和清除的

平衡十分重要，植物会通过酶或非酶机制维系机体

活性氧的动态平衡，并在进化过程中形成了完整的

抗氧化系统[5,6]。 
清除活性氧的过氧化物酶系在生物体内普遍存

在，包括谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, 
GPX)、过氧化氢酶(catalase, CAT)和抗坏血酸过氧化
物酶(ascorbate peroxidase, APX)。APX是非常有效
的 H2O2清除剂，在所有 H2O2代谢酶中，其与 H2O2

的亲和力最高[7]。植物 APX属于Ⅰ型血红素过氧化物
酶和铜氧化酶家族，可通过抗坏血酸(ascorbic acid, 
ASA)-谷胱甘肽(glutathione, GSH)循环，以 ASA 为
电子供体将 H2O2还原为 O2和 H2O[2]。 

APX广泛存在于绿色植物、藻类和具有叶绿体
的原生生物中[8]。根据亚细胞定位，高等植物 APX分
为 4个亚家族，分别是细胞质 APX、线粒体 APX、叶
绿体 APX和过氧化物酶体 APX[6]。水稻(Oryza sativa) 
APX家族有 8个成员，分别位于细胞质(OsAPX1和
OsAPX2)、过氧化物酶体(OsAPX3和 OsAPX4)、线
粒体 (OsAPX6)和叶绿体 (OsAPX7 和 OsAPX8)，
OsAPX5同时定位于线粒体和叶绿体中[9~11]。拟南芥

(Arabidopsis thaliana)APX家族也有 8个成员，APX1、
APX2和 APX6位于细胞质，APX3和 APX5位于过
氧化物酶体，APX4、sAPX 和 tAPX 位于叶绿体，
其中 APX4 是一种类囊体腔蛋白，tAPX 结合在类  
囊体膜上，sAPX 同时结合在叶绿体基质和线粒体  
上 [3,12~14]。全基因组分析发现，番茄 (Lycopersicon 
esculentum)有 7个 APX编码基因[15]。其他植物如菠

菜(Spinacia oleracea L.)、豇豆(Vigna unguiculata)等
由于全基因组序列未知，只发现了部分 APX[16]。 

Teixeira 等[10]对水稻 APX 家族基因进行了系统
研究，检测了野生型水稻 APXs在正常生长发育过程
中的表达量及其在盐胁迫条件下的表达量变化。而

拟南芥的 8 个 APX 中，只有 APX1 和叶绿体 APX 
研究较多，其他 APX在拟南芥正常生长发育和各种
非生物胁迫响应过程中的作用鲜有研究报道[3,12,17~24]。

本文以拟南芥野生型和突变体为材料，对拟南芥在

不同发育时期和不同逆境胁迫下 APX家族的 8个基
因的表达模式以及相应 apx 突变体对盐、干旱和热
胁迫的耐受性进行了系统的探究，以揭示拟南芥

APX家族成员在植物正常生长发育和非生物逆境胁
迫响应中的作用。 

1  材料和方法 

1.1  载体、菌株和实验材料 

克隆载体 pMD 18-T Simple Vector 购自日本
TaKaRa公司；大肠杆菌克隆表达菌株 DH5α感受态
细胞购自北京全式金公司；野生型拟南芥(Arabido-
psis thaliana, Columbia Ecotype)由张根发教授实验
室保存；拟南芥 APX 家族基因 T-DNA 插入杂合突
变体 apx1 (SALK_143111)、apx2 (SALK_057686C)、
apx3 (SALK_017480C)、apx4 (SALK_119726)、apx5 
(SALK_075060C)、apx6 (WiscDsLox321c09)、sapx 
(SALK_083737C)和 tapx (SALK_027804C)种子购于
美国俄亥俄州立大学拟南芥生物资源中心(Arabido-
psis Biological Resource Center, ABRC)。 

1.2  突变体筛选以及鉴定 

1.2.1  拟南芥基因组 DNA 粗提取 

从生长 4周的植株上选取约 1.0 cm×1.2 cm大小
的叶片(不考虑叶龄和叶位)放入 1.5 mL离心管中，
置于液氮中速冻并捣碎。加入 400 μL Gp1 buffer (购
自北京天根生化科技有限公司，以下简称天根)，用
移液器吹匀，再加入 400 μL氯仿。13 000 ×g离心
10 min，将 300 μL上清液转入新的离心管中，加入
300 μL 异丙醇，颠倒混匀，−20℃放置 20 min。
13 000 ×g 离心 10 min，沉淀 DNA，去除上清液，
用 70%的乙醇洗涤沉淀，13 000 ×g离心 5 min，去
除上清液，常温干燥 DNA 15 min，用 20 μL无菌水
溶解，−20℃保存备用。 

1.2.2  T-DNA 插入纯合突变体筛选以及插入位

点鉴定 

将拟南芥 apx 突变体种子播种于含卡那霉素
(Kan, 50 μg/mL)的 MS培养基(1 L MS固体培养基含
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4.4 g MS粉、30 g蔗糖、7 g琼脂粉，用 1 mol/L NaOH
调 pH至 5.8，121℃高压灭菌 20 min)上进行筛选。
培养 10 d后，将正常生长的小苗移栽到营养土中继
续培养。生长 3 周后，提取叶片基因组 DNA (方法
见 1.2.1)，以其为模板，通过 PCR 扩增鉴定纯合突
变体。鉴定拟南芥 8 个 apx 突变体所用的引物由美
国索尔科研究所基因组分析实验室(http://signal.salk. 
edu/tdnaprimers.2.html)完成，引物序列见附表 1。以
各个突变体基因组DNA为模板，利用上下游引物(引
物信息见附表 1)分别扩增 8个 APX基因，经电泳分
离并经胶回收后连接到 pMD18-T克隆载体，转化大
肠杆菌感受态细胞，挑取单克隆，经鉴定后由上海

生工生物工程技术服务有限公司测序，分析测序序

列即可确定突变体中 T-DNA的精确插入位点。 

1.2.3  拟南芥 T-DNA 插入纯合突变体中目的

基因表达检测 

将 8 种拟南芥 apx 纯合突变体种子种在营养土
(营养土∶蛭石=3∶1)中萌发，待其生长至第 5周时，
用 RNeasy Plant Mini Kit试剂盒(荷兰 Qiagen公司)
提取各突变体植株的总 RNA，用 RNA PCR Kit 
(AMV) Ver.3.0 试剂盒(日本 TaKaRa 公司)反转录
成 cDNA。以合成的 cDNA 为模板，利用特异引物
半定量 RT-PCR 扩增每种突变体相应的 APX 基因
(APX1~APX6、sAPX 和 tAPX)，引物序列见附表 1。
以 ACTIN2 (GenBank登录号：U41998)基因为内参，
1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR扩增结果。由于部分基
因的表达量极低，取材之前对相应的突变体植株进

行一定程度的胁迫处理，使其表达量易于检测。其

中，用于检测 APX2的突变体材料于 45℃放置 2 h；
用于检测 APX5、APX6 和 sAPX 的突变体材料用
200 mmol/L NaCl处理 12 h。 

1.2.4  拟南芥 T-DNA 插入纯合突变体 APX 活

性检测 

分别称取 1 g 突变体或野生型拟南芥叶片，迅
速置于预冷的研钵中，加入 5 mL APX 提取液
[50 mmol/L PBS(K2HPO4-KH2PO4缓冲液)，pH 7.8；
2 mmol/L ASA；5 mmol/L EDTA]，于冰水浴条件下
快速充分研磨，匀浆置于离心管中，18000 ×g、4℃

离心 40 min，收集上层清液备用。用南京建成生物
工程研究所试剂盒测定 APX活性。 
每次检测从 10株生长 4周的植株中随机取叶片

(不考虑叶位和叶龄)，每批检测 3次，设 3个生物学
重复。 

1.3  APX 基因表达定量分析 

1.3.1  拟南芥 APX 家族基因本底表达量研究 

野生型拟南芥种子春化处理 3 d 后，播种于灭
菌的营养土中，保鲜膜(扎有小孔)覆盖 3~5 d，种子
全部萌发后去除保鲜膜。每隔 3 d 浇一次水，前 3
次用 Hoagland 营养液浇灌[945 mg/L Ca(NO3)2，

506 mg/L KNO3，80 mg/L NH4NO3，136 mg/L KH2PO4，

493 mg/L MgSO4，铁盐溶液 2.5 mL (500 mL蒸馏水
中溶有 2.78 g FeSO4·7H2O，3.73 g Na2EDTA·H2O，
pH 5.5)，微量元素混合溶液 5 mL (每升蒸馏水中含
0.83 mg KI，6.2 mg H3BO3，22.3 mg MnSO4，8.6 mg 
ZnSO4，0.25 mg Na2MoO4·2H2O，0.025 mg CuSO4，

0.025 mg CoCl2)，pH 6.0]，幼苗分别生长至第 4、6
和 8周时，利用 RNeasy Plant Mini Kit试剂盒(Qiagen
公司)提取拟南芥叶片总 RNA，通过琼脂糖凝胶电泳
检测其完整性，应用分光光度计检测其纯度以及浓

度。运用 TransScriptTM One-Step gDNA removal and a 
cDNA synthesis SuperMix kit试剂盒(全式金公司)进
行反转录。以 cDNA为模板，利用每个 APX基因的
特异引物进行 Real-time qPCR (qRT-PCR)扩增，以
ACTIN2 基因为内参基因，设 ACTIN2 = 100REU 
(relative expression units)。每次检测从 10株植株中
随机剪取叶片，每批检测 3次，设 3个生物学重复。
实时定量所用引物序列见附表 1。 

1.3.2  盐、干旱和热胁迫下拟南芥 APX 家族基

因表达模式变化 

砂培种植的拟南芥生长至 1 个月时，分别用含
200 mmol/L NaCl和 300 mmol/L甘露醇的 Hoagland
营养液浇灌处理 72 h，分别于处理 0 h、4 h、8 h、
12 h、24 h和 72 h时剪取叶片；或在 45℃的培养箱
中培养 3 h，分别于 0 h、0.5 h、1 h、2 h和 3 h时取
样，用铝箔纸包好迅速置于液氮中冷冻，再放于 
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−80℃冰箱保存备用。利用 RNeasy Plant Mini Kit试
剂盒(Qiagen 公司)提取 RNA，运用 TransScriptTM 
One-Step gDNA removal and a cDNA synthesis 
SuperMix kit试剂盒(全式金公司)反转录成 cDNA，
并以此为模板，利用每个 APX基因的特异引物进行
qRT-PCR扩增，所用引物序列同 1.3.1。每次检测从
10株植株中随机取叶片，每批检测 3次，设 3个生
物学重复。 

1.4  盐和干旱胁迫处理后的表型观察 

1.4.1  种子萌发以及幼苗生长期的胁迫处理 

将表面消毒(0.1% HgCl消毒 5 min，灭菌蒸馏水
清洗 5次，每次 3 min)的拟南芥种子于 4℃春化处理
2~3 d后，播种于含 NaCl(分别为 0、50、100、150
或 200 mmol/L)或甘露醇(分别为 0、100、200、300
或 400 mmol/L)的 MS培养基上，置于植物培养间(培
养间条件为：温度 22℃，相对湿度 60%~70%，16 h
光照/8 h黑暗，光照强度 110 μmol /m2 s)，MS板垂
直摆放。7 d后统计胚根萌发率，10 d后统计幼苗的
根长。每个株系每个 MS板中点种 40粒，每次同时
培养两板，共 80粒，设 2个生物学重复。 

1.4.2  对营养生长后期以及生殖生长期植株的

胁迫处理 

将野生型拟南芥和纯合突变体种子表面消毒， 
4℃春化处理 3 d，点种在 MS固体培养基上，放入
植物培养间培养。7 d后，将生长情况一致的幼苗移
栽至装有灭菌营养土(营养土∶蛭石=3∶1)的育苗小
方盆(口径 7 cm，高 8 cm)中，每个小盆种 9株。继
续在植物培养间培养，每 3 d 浇一次水，待植株生
长至第 4 周(开花前)时进行以下操作：(1)接受盐胁
迫的植株，第一次用 50 mmol/L的 NaCl浇灌，以后
每次浇灌均增加 50 mmol/L NaCl，直至 NaCl终浓度
达到 200 mmol/L为止，每 3 d浇灌一次，盐胁迫持
续 28 d。每周定期拍照记录生长情况，统计植株的
存活率；(2)接受干旱胁迫的植株，从第 4 周开始停
止给水，其他生长条件不变，每周定期拍照记录生

长情况，21 d后复水，复水 3 d后统计植株存活率。
每个株系每批种植 36株(9株/盆×4盆)，设 3个生物
学重复。 

1.5  突变体和野生型植株中 H2O2 和 MDA 含

量检测 

将生长 4 周的拟南芥植株分为 4 组：第 1 组用
200 mmol/L NaCl胁迫处理，分别于处理后的 6 h、
24 h、72 h和 5 d取叶片；第 2组干旱处理，分别在
干旱 5 d和 10 d后取叶片；第 3组热胁迫处理，在
45℃的培养箱中放置 2 h，然后立即取叶片；第 4组
作为对照。所有材料冻存于−80℃冰箱中备用。 
利用南京建成生物工程研究所试剂盒测定 H2O2、

MDA和叶片总蛋白含量。 

1.6  实验数据统计分析 

统计数据用平均值(Mean)±标准差(SD)表示；用
生物学统计软件 SPSS 20.0 进行单因素方差
(One-way ANOVA)分析；用 SigmaPlot 12.5软件制作
柱状图。 

2  结果与分析 

2.1  拟南芥 APX 家族基因 T-DNA 插入纯合突

变体筛选与鉴定 

通过基因组 DNA 检测筛选出 8 个 APX 基因的
纯合突变体，对其 T-DNA插入位置进行分析。测序
结果显示，apx1突变体中 T-DNA插入 APX1基因的
第 4个外显子，在翻译起始密码之后第 803~804 bp
之间(+803~+804)；apx2、apx3、apx4、apx5、apx6、
sapx和 tapx中 T-DNA分别插入 APX2、APX3、APX4、
APX5、APX6、sAPX和 tAPX基因的第 1个外显子、
第 7个内含子、第 9个外显子、3′UTR、第 7个外显
子、第 1个外显子和 5′UTR (图 1A)。RNA检测结果
表明，8个 apx突变体中相应基因的转录均被抑制(图
1B)。APX活性检测发现，与野生型相比，apx1、sapx
和 tapx 3个突变体中酶活降低最显著(P<0.01)，apx2、
apx3、apx5和 apx6中APX活性也明显降低(P<0.05)，
apx4中无明显变化(图 1C)。 

2.2  拟南芥 APX 家族基因在不同发育时期的

表达量 

本研究对拟南芥 APX家族 8个基因在不同生长 
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图 1  纯合突变体筛选与鉴定 
Fig. 1  Screening and identification of homozygous mutants 
A：突变体中 T-DNA精确插入位点。黑色方框代表基因的外显子，黑色方框之间的细线代表内含子，白色方框代表 UTR区，倒三角
形指示的位置为 T-DNA插入位点；apx1表示 APX1缺失突变体，1941 bp表示 APX1基因的 mRNA长，其他以此类推；0.2 kb表示
长度比例；最右边是 T-DNA在每个基因中的精确插入位置；B：突变体中相应 APX基因的 mRNA表达情况；C：突变体和野生型株
系的 APX活性。误差线上方用不同的小写字母(a~e)标示代表彼此间有统计学差异(P<0.05)，若用相同字母标示说明无统计学差异。 

 
发育时期的表达量进行了分析，结果见图 2所示。8
个 AtAPX基因在第 4、6和 8周的表达量不同。APX4、
sAPX和 tAPX在第 4周表达量最高，此后逐渐减少，
第 8 周最少，APX4 和 tAPX 在第 4 周和第 8 周的
mRNA量有统计学差异(P<0.05)；APX1、APX2、APX3
和 APX5在第 6周表达最多，第 4周均多于第 8周，
APX2和 APX5在第 6周与第 8周的表达量有统计学
差异 (P<0.05)；而 APX6 随着植株成熟以及衰老
mRNA表达量不断增加，第 4周最少，第 8周最多，
且两个时期之间有统计学差异(P<0.05)。除与生长发
育周期有关外，在相同时期，各个基因的表达量也

有较大差别。无论第 4、6 还是第 8 周，APX1 的表
达量均最多，平均为 80 REU；APX2表达量最少，

均小于 0.2 REU；其次为 APX5，mRNA量在 0.25~ 
0.45 REU之间；APX3和 sAPX在 3个检测期的表达
无统计学差异，APX3 约为 25 REU，sAPX 介于 6~   
9 REU之间；tAPX在 3个检测期的表达差异比较大，
尤其是第 4、6 周与第 8 周之间(P<0.05)，介于 4~   
15 REU间；APX4的差异最大，第 4周表达量高达
65 REU，而第 8周小于 10 REU (P<0.01)。 

2.3  盐、渗透和热胁迫对拟南芥 APX 家族基

因表达的影响  

为更好地了解 APXs 基因表达与非生物逆境的
相关性，本研究对 8个 AtAPXs在盐、渗透和热胁迫
条件下的表达响应进行了研究。如图 3A 所示，用 
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图 2  拟南芥 APX 家族基因在不同发育时期的表达量 
Fig. 2  Expression levels of APX gene family in Arabidopsis at different developmental stages 
误差线上方不同的小写字母(a~c)代表彼此间有统计学差异(P<0.05)，用相同字母标示或无标示则代表无统计学差异。 

 

 
 

图 3  拟南芥 APX家族基因对盐、渗透和热胁迫的响应 
Fig. 3  Responses of Arabidopsis APX gene family to salt, osmosis or heat stress 
A：盐胁迫下 APX 基因的表达量。S0、S4、S8、S12 和 S24 表示盐胁迫处理时间(h)；B：渗透胁迫下 APX 基因的表达量。D0、D4、
D8、D12和 D24表示渗透胁迫处理时间(h)；C：热胁迫下 APX基因的表达量。H0、H0.5、H1、H2和 H3表示热胁迫处理时间(h)。*表
示处理组与对照组之间存在统计学差异：*表示 P<0.05，有统计学差异；**表示 P<0.01，有显著的统计学差异。 
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200 mmol/L NaCl处理 4 h后，8个基因均表达上调，
其中 APX1、APX3 和 sAPX 受到明显诱导表达(P< 
0.05)；在盐处理 8~24 h之间，APX3、APX5、APX6
和 sAPX 处于明显诱导表达状态 (P<0.05)。8 个
AtAPXs中，sAPX受盐诱导最强，胁迫 24 h时，其
相对表达量为对照组的 3.67倍。用 300 mmol/L甘露
醇处理后，APX2 表达下调，APX1、APX3、APX4、
APX5、APX6和 sAPX的表达量明显增加(P<0.05) (图
3B)。热胁迫对 APXs 的影响最显著，除 sAPX 外，
其他 APXs均表现出明显诱导表达(P<0.05)，尤其是
APX2。热处理 0.5 h后，APX2基因的相对表达量上
升了 573倍，其最高诱导表达量达 790倍；APX1和
APX6也受到较强的热诱导，其最高诱导表达量分别
为 4.9倍和 4.6倍(图 3C)。 

2.4  apx 突变体在萌发期以及幼苗生长期对盐

和渗透胁迫的耐受性 

在含 50、100、150或 200 mmol/L NaCl的 MS
固体培养基上萌发并生长 10 d的拟南芥幼苗的表型
和统计结果见图 4。当 NaCl 浓度为 50 mmol/L 时，
所有突变体与野生型种子的萌发情况无明显差别；

而与野生型相比，apx2、sapx和 tapx的根长生长受
到明显抑制(P<0.05)。当NaCl浓度为 100 mmol/L时，
突变体与野生型、胁迫处理组与对照组的胚根萌发率

依然无统计学差异，但根生长均受到明显抑制。当

NaCl浓度为 150 mmol/L时，25%~30%的突变体、
40%的野生型种子可萌发。在 200 mmol/L NaCl环境
中，约 5%的野生型种子能萌发，而所有突变体均被 

 

 
 

图 4  apx 突变体和野生型拟南芥在 NaCl 和甘露醇胁迫下的萌发和生长情况 
Fig. 4  Germination and growth status of the wild-type Arabidopsis and apx mutants in the presence of NaCl or 

mannitol 
*表示处理组与对照组(CK)之间存在统计学差异：*表示 P<0.05，有统计学差异；**表示 P<0.01，有显著的统计学差异。 
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抑制(P<0.01)。 
此外，在含 100、200、300或 400 mmol/L甘露

醇的 MS固体培养基上萌发并生长 10 d的结果显示
(图 4)，甘露醇对拟南芥种子的萌发和幼苗根生长有
抑制作用，且随着甘露醇浓度增加，抑制作用增大。

当甘露醇浓度为 100 mmol/L时，野生型拟南芥的萌
发率为 94%，突变体的萌发率介于 63% (apx3)~  
92.9% (apx4)之间；幼苗的根生长受到抑制，但突变
体和野生型幼苗的根长无统计学差异。当甘露醇浓

度高达 400 mmol/L 时，42%的野生型、1%的 apx1
和 apx4突变体的胚根可萌发，其余突变体的萌发均
被抑制。 

2.5  apx 突变体在营养生长后期以及生殖发育

期对盐和干旱胁迫耐受性 

盐胁迫处理结果如图 5A和 5B所示，盐处理前
和处理 7 d后突变体与野生型(WT)的生长状况没区
别；胁迫 14 d时，所有植株的叶片开始干枯，部分
植株死亡，apx1死亡率最高，约 3.7%。21 d时，叶
片干枯现象更严重，大量植株死亡，存活率为 51.9% 
(apx1)~ 75.7% (WT)不等。当盐胁迫持续到 28 d时，
大部分植株死亡，apx1的存活率最低，仅为 11.1%；
WT存活率最高，为 33.6%。 
干旱胁迫处理结果如图 5C和 5D所示，干旱处

理 7 d 之前，突变体和野生型植株的生长状况无明
显变化；14 d时，叶片开始干枯；21 d时，植株明
显萎蔫。复水 3 d后，40.7%的野生型植株恢复生长；
大部分突变体死亡，尤其 apx1和 apx6，存活率分别
为 4.6%和 7.4% (P<0.01)。 

2.6  盐、干旱和热胁迫对植株 H2O2 和 MDA 含

量的影响 

通过叶片 H2O2 含量检测发现，在对照条件(即
未经受逆境胁迫)下，植株 H2O2 含量较低，所有突

变体和野生型之间均无统计学差异(图 6)。盐胁迫使
H2O2含量增加，且随着胁迫时间延长以及胁迫强度

增加，H2O2含量持续上升；除 apx4外，其他突变体
与野生型均有较大差异(P<0.05)，尤以 apx1、sapx
和 tapx 最明显(图 6A)。干旱处理 5 d 对植株 H2O2

含量无影响；干旱胁迫 10 d 后，所有植株 H2O2含

量均显著上升，突变体明显高于野生型(P<0.05)，其
中仍以 apx1、sapx和 tapx最高(图 6B)。热胁迫 2 h
可导致叶片中 H2O2 含量大幅增加，apx1、apx2 和
apx6 的 H2O2 含量明显高于野生型(P<0.05)，尤其
apx2，其 H2O2含量高达野生型的 5.86倍(图 6B)。 
经受非生物胁迫后，植株中氧化蛋白的含量也

升高，但没有 H2O2含量升高明显。盐胁迫 6 h和 24 
h 时，apx1、sapx 和 tapx 的 MDA 含量增加较野生
型明显(P<0.05)；当盐胁迫达到 72 h 以上时，所有
植株 MDA 含量明显增加，且突变体与野生型有统
计学差异(P<0.05)，其中仍以 apx1、sapx 和 tapx 最
高(图 6A)。干旱处理 5 d和 10 d后，叶片 MDA含
量均增加，但突变体与野生型之间无统计学差异(图
6B)。热处理 2 h后，所有植株 MDA含量显著增加，
其中，apx1、apx2和 apx6显著高于野生型和其他突
变体(P<0.05) (图 6B)。 

3  讨论 

3.1  拟南芥不同发育时期 APX 家族基因的表

达分析 

细胞质定位的 APX1 参与很多生物学过程[3,25]，

其在植物的根、茎、叶以及其他许多组织中组成性

表达[17]。本研究通过系统分析进一步证实了这一结

论，AtAPX1在不同生长发育时期的拟南芥叶片均保
持高水平的表达量，且无统计学差异。对成熟番茄

小孢子进行转录组分析，发现 APX2 的表达量低到
几乎无法检测[18,26]。李泽琴[19]对拟南芥的研究也得

到了相同的结果，通过半定量 RT-PCR 在成熟拟南
芥叶片中检测不到 APX2的表达[19]。 
有关 APX3和 APX5在植物生长发育过程中的作

用目前还未见报道。本研究通过 qRT-PCR检测，发
现 AtAPX5与 AtAPX2相似，在拟南芥正常生长发育
过程中表达量非常低；此外，AtAPX3功能缺失对拟
南芥萌发以及幼苗生长均无显著影响。这些结果表

明，APX2、APX3和 APX5在植物正常生长发育过程
中所起的作用较小。APX4 和 tAPX 随着发育进程表
达量逐渐减少，进一步印证了随着植物衰老，这两

个蛋白起的作用逐渐变小[20]。Chen 等[12]研究表明， 
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图 5  拟南芥 apx 突变体和野生型植株在盐胁迫和干旱胁迫下的生长状况以及存活率 
Fig. 5  Growth status and survival rates of the wild-type Arabidopsis and apx mutants under salt or drought stress 
A：拟南芥 apx突变体和野生型植株在盐胁迫下的生长状况；B：拟南芥 apx突变体和野生型植株在盐胁迫不同时期的存活率；C：拟
南芥 apx突变体和野生型植株在干旱胁迫下的生长状况；D：拟南芥 apx突变体和野生型植株在干旱胁迫下的存活率。A和 C括号中
的数字表示统计的植株(野生型或突变体株系)总数。*表示突变体与野生型(WT)之间存在统计学差异，P<0.05；**表示突变体与野生
型(WT)之间存在显著的统计学差异，P<0.01。 
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图 6  盐、干旱和热胁迫下，apx 突变体和野生型拟南芥中 H2O2 和 MDA 含量变化 
Fig. 6  H2O2 and MDA contents of the wild-type Arabidopsis and apx mutants under salt, drought or heat stress 
A：盐胁迫下，apx 突变体和野生型拟南芥中 H2O2和 MDA 含量变化；B：干旱和热胁迫下，apx 突变体和野生型拟南芥中 H2O2和

MDA含量变化。误差线上方不同的小写字母标示代表彼此间有统计学差异(P<0.05)，若无标示或用相同字母标示则代表无统计学差异。 
 
拟南芥 APX6 在种子后成熟期的表达量非常高[12]；

本研究首次发现，随着植株成熟以及衰老，拟南芥

叶片 APX6表达量呈显著上升趋势。这些结果说明，
APX6可能在植物衰老以及种子后成熟−干燥期起着
非常关键的作用。从本研究结果可以看出，AtsAPX
的表达量比较稳定，可能与其功能有很大关系；sAPX
定位于叶绿体，而叶绿体是植物进行光合作用的细

胞器。光合作用会产生大量的活性氧，因此需要

sAPX持续表达，以维持细胞内的活性氧稳态。 

3.2  拟南芥 APX 家族基因在非生物逆境胁迫

中的作用 

在各种生物或非生物胁迫响应中，拟南芥 APX1
的表达量会显著上调[17]。有研究表明，在不同的细

胞器中 APX1的功能与 ROS信号通路紧密相连；在
整个细胞中，APX1参与 ROS含量的调控[3,25,27]。本

研究结果表明，AtAPX1在盐、干旱和热胁迫响应过
程中均有重要作用。此外，在受到非生物胁迫后，

atapx1 突变体中与活性氧代谢相关的基因 Cu/ZnSOD

和 Hsf21 的表达量发生显著变化[19]，该结果进一步

证明 APX1 在 ROS 含量调控以及 ROS 信号通路中
的重要作用。 

APX2位于细胞质，在拟南芥中又称为 APX1B，
它也参与植物对非生物逆境胁迫的响应[18]。本研究

结果与多篇文献报道均表明，植物中 APX2 的表达
量极低，但当处于高温环境中时，植物根、茎、叶

和花粉中的 APX2 受到明显的诱导表达[17,26]。研究

表明，在植物不同的发育阶段，APX2在热胁迫响应
过程中起着非常重要的调节作用[26,28~31]。李泽琴[19]

研究表明在热处理 2 h后，与野生型相比，apx2突
变体叶片中 Hsp70、Hsp17.4、Cu/ZnSOD、WRKY25
和 MBF1c等基因的表达显著上调。当经受机械损伤
和氧化胁迫时，植物根中的 APX2 表达明显上调；
在响应盐和渗透胁迫时，植物根和茎中的 APX2 表
达明显上调[17]。本研究也有不同的发现，拟南芥叶

片 APX2 在盐胁迫下表达上调，而渗透胁迫下表达
下调，且 apx2突变体对盐和渗透胁迫的耐受性降低。
一个 APX2 组成型高表达的突变体植株对干旱胁迫
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有较强的耐受性，且体内 ABA水平较高[32]。此外，

在盐胁迫下，atapx2突变体中 Hsp70、Hsp17.4、Hsf21、
WRKY25 和 PR-1 的表达显著上调，而 DREB2C 和
Zat12 的表达显著下调 [19]；在渗透胁迫下，atapx2
突变体中 Hsp70、Hsf21、WRKY25和 PR-1的表达显
著上调，而 Cu/ZnSOD、Hsp17.4、DREB2C、ABF3
和 MBF1c的表达显著下调[19]，说明 APX2在盐和渗
透胁迫响应过程中均起到响应逆境胁迫的调节作用。

而强光照射下，植物维管和维管束鞘细胞 APX2 的
表达受到抑制，并受到 H2O2、ABA和叶片含水状态
等因素的调控[33~35]。综合这些结果，说明 APX2 在
植物逆境响应过程中具有不可或缺的作用。 
有关拟南芥过氧化物酶体 APX 的研究报道非

常少。Wang等[36]发现过表达拟南芥 APX3的烟草对
氨基三唑(除草剂)的耐受性增强；Yan等[37]发现过表

达 AtAPX3的烟草在适度干旱条件下种子产量增加。
APX3 功能缺失后，与野生型相比，apx3 突变体的
生长和发育无明显影响；即使在高温、低温或低盐

条件下，也无主要的形态或生物量区别[21]。本研究

发现，AtAPX3明显受到盐、热和渗透胁迫诱导表达，
且 apx3 的抗逆能力下降。这些研究表明，APX3 在
植物抗逆中的功能仍需进一步探讨。 
目前，有关 APX5 的功能研究还未见报道。本

研究发现，在正常生长条件下，AtAPX5的表达量低
到无法检测到；但 APX5 功能缺失后，突变体的抗
逆能力明显下降，说明 APX5 可能参与一些信号网
络调控。 
之前一直认为 APX4 与 APX3 和 APX5 一样，

是过氧化物酶体定位的蛋白质[24]，但最近几年的研

究表明，APX4与 tAPX同样存在于叶绿体的类囊体
中，位于类囊体腔内[22,23]。APX4 既不能与亚铁血
红素或抗坏血酸结合，也不具有过氧化物酶活性，

将 APX4基因突变后，植株的 APX总活性无明显变
化[22,24]。尽管如此，也有研究表明拟南芥 APX4 基
因突变后，幼苗表现出子叶萎黄，H2O2积累；种皮

属性发生变化，最终导致种子的透性、保护性、品

质和寿命均发生变化 [23]。本研究发现，高浓度的

NaCl 和甘露醇对 apx4 突变体的种子萌发、子叶、
真叶和根生长均有较明显影响；长时间的盐和干旱

胁迫也会促进 apx4突变体植株死亡。 

Chen等[12]的研究结果表明，拟南芥 APX6在种
子后成熟期的表达量非常丰富，apx6 突变体种子中
积累较多的活性氧，种子氧化损伤严重，在土萌发

率降低，当种子受到渗透胁迫、盐胁迫或热胁迫时

这种伤害更加严重，APX6突变的成熟种子在热胁迫
条件下的萌发活力降低。本研究发现 APX6 对植物
的抗逆性有影响；在盐或干旱(渗透)胁迫下，apx6
突变体种子萌发率降低，且植株的生命力明显减弱。

因此，APX6在拟南芥非生物胁迫响应过程中有重要
作用。 
研究表明，在光氧化胁迫下叶绿体 APX对植物

光合系统的保护和基因表达调控具有重要作用，但

sAPX 还是 tAPX 起主要作用并不清楚[38]。Maruta
等[39]发现，在光氧化胁迫下，sAPX和 tAPX不仅可
以保护光合系统，同时可以调节 H2O2响应基因的表

达，其中 tAPX 的作用更加显著。本研究发现，在
热胁迫下 tAPX比 sAPX容易受到诱导表达；而在响
应盐和干旱胁迫的过程中，sAPX 比 tAPX 更明显受
到诱导表达；成熟 sapx 突变体植株的抗旱能力比
tapx植株弱。这些结果可以说明，sAPX在响应盐和
干旱胁迫过程中的作用更显著。 
综上所述，本研究通过对拟南芥 APX家族 8个

基因的系统分析发现：在拟南芥正常生长发育过程

中，APX1 和 APX3 的表达量比较稳定，APX1 一直
处于最高水平；APX2和 APX5的表达量极低，几乎
无法检测到其表达量；APX4、sAPX和 tAPX随着发
育进程表达量逐渐下降，而 APX6 的表达量却随着
植株发育成熟至衰老显著增加。在非生物逆境胁迫

响应过程中，APX1和 APX6对盐、干旱和热胁迫均
有响应，但热诱导表达量更多；APX2积极响应热胁
迫，对盐和干旱胁迫的应答不明显；APX3 和 APX5
对 3种胁迫均表现出明显应答；sAPX积极响应盐胁
迫，而 APX4 对盐胁迫无应答反应，tAPX只对热胁
迫表现出一定反应。拟南芥的任意一个 APX基因的
单突变，基本不影响植株的正常生长发育过程，但

是与野生型相比，突变体植株的抗逆性都明显降低。

这些结果充分说明，在拟南芥生长发育的每个阶段，

都有特定的几种 APX起主要作用；而在逆境胁迫响
应过程中，8个 APX会在相同或不同的信号通路中
发挥各种作用。 
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附表 1  引物序列 
Supplemental Table 1  Primer sequences used in this study 
引物名称 序列(5'→3')  用途 

1F AGGAGGAAGCTCAGAGGTTTG apx1突变体鉴定 

1R CAGCGTATTTCTCGACCAAAG 

2F ATGAATCAAGCCCTTAAAGCC apx2突变体鉴定 

2R TCAACCCTAACGTTTTTGTGC 

3F CTTCATCCTCTTCCGGATCTC apx3突变体鉴定 

3R TCCTGATGCCAAACAAGGTAC 

4F GTAGGACAATCAGCGGTCAAG apx4突变体鉴定 

4R TTGGAGGTGTTTCTCTGTTGG 

5F CAGCTTCTCCTGATCCACTTG apx5突变体鉴定 

5R TTTGAAGGTCCTTGGACACAG 

6F TCAAATGGCAAGAACAGTGATC apx6突变体鉴定 

6R CTTTTATCTGTTGGCGTGAGC 

sF TGATTGGTCAATTCAACCCTC sapx突变体鉴定 

sR GCGTTAGCAGCATGTTTAAGC 

tF ACAAGATCAAACCCACGAATG tapx突变体鉴定 

tR TACTTCACCAAGATGGGATGG 

LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC T-DNA插入位置检测 

RT-1LP ACTACCCAACCGTGAGCGA 半定量 RT-PCR检测 APX1 

RT-1RP ATCAGCGAAAAAGGCATCT 

RT-2LP GGAGTAAATGGTGAAGAAGAG 半定量 RT-PCR检测 APX2 

RT-2RP TGAAAGTAAAAGAATGGTGTG 

RT-3LP TGGACCTAATGGCTCTATC 半定量 RT-PCR检测 APX3 

RT-3RP TTGCTGCTTTTATTTCTTG 

RT-4LP CAATCATCAACATCTCACT 半定量 RT-PCR检测 APX4 

RT-4RP AATCTCCTTCTTCACTTCC 

RT-5LP GCTAAACCGTCCACACAAC 半定量 RT-PCR检测 APX5 

RT-5RP CCTCCACTGCAACAACTCC 

RT-6LP AAAGTGGTGACAAAGGGCA 半定量 RT-PCR检测 APX6 

RT-6RP TCAGGGTTTCTGGAGGTAG 

RT-sLP GTCTCTCACACTCAACGGA 半定量 RT-PCR检测 sAPX 

RT-sRP ATGCCAACCTAATCTAACC 

RT-tLP TCTCACTTACTCTGTTCCT 半定量 RT-PCR检测 tAPX 

RT-tRP GCTTCATACTCTGCTCTTA 

ACT2A ACCTTGCTGGACGTGACCTTACTGAT 半定量 RT-PCR检测 ACTIN2 

ACT2B GTTGTCTCGTGGATTCCAGCAGCTT 

1A GTCCATTCGGAACAATGAGGTTTGAC qRT-PCR检测 APX1 

1B GTGGGCACCAGATAAAGCGACAAT 

2A TGATGTGAAGACGAAGACAGGAGGAC qRT-PCR检测 APX2 

2B CCCATCCGACCAAACACATCTCTTA 
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续附表 

引物名称 序列(5'→3')  用途 

3A CCCAAAATCACATACGCAGACCTGTA qRT-PCR检测 APX3 

3B AGTTGTCAAACTTCAGCGGCTCTTG 

4A CTACTAAATCCGGGGGAGCCAATG qRT-PCR检测 APX4 

4B CTCTGTTGCATCACTCCTTCCAAAAT 

5A AGCTAAACCGTCCACACAACAAAGGT qRT-PCR检测 APX5 

5B GTCCCAAAGTGTGACCTCCAGAGAGA 

6A TGCAAAACGAAATAAGGAAAGTGGTG qRT-PCR检测 APX6 

6B CACTCAGGGTTTCTGGAGGTAGCTTG 

sA TGCTAATGCTGGTCTTGTGAATGCTT qRT-PCR检测 sAPX 

sB CCACTACGTTCTGGCCTAGATCTTCC 

tA CAGAATGGGACTTGATGACAAGGAAA qRT-PCR检测 tAPX 

tB ATGCAGCCACATCTTCAGCATACTTC 

ACT2A ACCTTGCTGGACGTGACCTTACTGAT qRT-PCR检测 ACTIN2 

ACT2B GTTGTCTCGTGGATTCCAGCAGCTT 

ACT2C ATTCAGATGCCCAGAAGTCTTGTTCC qRT-PCR检测 ACTIN2 

ACT2D ACCACCGATCCAGACACTGTACTTCC 
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